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106トンが生産された 1)。図 1 に 2009 年の生産量上位 10 国を示した。最も生産量が多いの
は中国（1.38×106 トン）で、以下インド（9.73×105 トン）、ケニア（3.14×105 トン）と





















































混合茶飲料を合わせて 3.13×109 L の飲料が生産され 4)、緑茶（茶葉）消費量 8.87×104ト
ンのうち28%にあたる2.48×104トン 4)がボトル詰め飲料の原料として使用されたと推計さ
れている（図 3）4)。 
緑茶、紅茶、ウーロン茶とも、ツバキ科ツバキ属のチャ[Camellia sinensis (L.) O. Kuntze] 







図 4 植物としてのチャ 5,6,7,8) 





れる 5,6,7,8)。灌木性で葉の小さな var. sinensis は主として緑茶、ウーロン茶に使用され、喬






























やぶきた (1) ゆたかみどり (2) おくみどり (3) さえみどり (4)
さやまかおり (5) かなやみどり (6) あさつゆ (7) さみどり (8)
あさのか (9) おくゆたか (10) めいりょく (11) おおいわせ (12)
やまかい (13) おくひかり (14) べにふうき (15) やまとみどり (16)
ごこう (17) ふくみどり (18) やまなみ (19) するがわせ (20)
他 在来チャ
り、日本においては、熱帯・亜熱帯地方に分布する var. assamica を導入し、耐寒性を向







よる品種登録制度も整備され、2012 年 4 月現在、117 種のチャ品種が知られている 11,12)。
しかし、古い品種で現在では栽培されていないものもあり、農林水産省生産局による栽培
面積統計でデータが公表されているのは 60 品種である 13)。それによると、国内茶園の品種
化率は約 95%であり（残る 5%は在来チャ）、1953 年に農林登録された品種「やぶきた」が
単独で国内茶園の 76%を占めている。以下、「ゆたかみどり（5.3%）」、「おくみどり（2.0%）」、
「さえみどり（1.9%）」と続くが、第 2 位の「ゆたかみどり」であっても 5.3%に過ぎず、
「やぶきた」の寡占状態であると言える 13)。図 6 には 2008 年の統計データより、国内茶園
での栽培面積が多い順に 20 品種を示した。チャの経済寿命は 30 年程度とされており、一
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図 8 緑茶（茶葉）の日本国内生産量 34)と輸出量 33)の推移 
を防止するために、緑茶の原産国を識別可能な技術が必要とされている。また近年、これ
まで緑茶を飲用する習慣がなかった地域においても、機能性飲料として緑茶が注目され、
日本からの輸出も増加傾向にある。実際、2001 年から 2010 年の 10 年間で、日本からの


































農林水産物の DNA マーカーは、主として育種分野で利用されてきた 38,39)。様々な種類
があるが、主要なものについて表 1 に記した。チャについても、収集した遺伝資源や既存






識別技術の開発が行われ、Cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)マーカーや、
表 1 作物の研究で多用される DNA マーカーとその性質
マーカー 供試DNA量 解析に用いる領域 多型性 分離型 配列情報
RFLP (restriction fragment length polymorphism) 5 ～ 10 g 1 ～10 kb 中 共優性 必要
AFLP (amplified fragment length polymorphism) 50 ng 50 ～ 700 bp 高 優性 不要
RAPD (randomly amplified polymorphic DNA) 20 ～ 100 ng 300 bp ～2 kb 中 優性 不要
CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) 10 ～ 100 ng 200 bp ～ 2 kb 中 共優性 必要
SSR (simple sequence repeat) 1 ～20 ng 80 ～300 bp 高 共優性 必要




他種植物の Simple sequence repeat（SSR）マーカーを応用しての日本品種のタイピング
の報告があり 50,51)製茶された茶葉からの DNA 単離、単離した DNA からの RAPD マーカ
ー解析 52)や CAPS マーカー53)、SSR 他増幅断片長マーカー51)による品種識別が可能である
とされている。しかし、市販緑茶の DNA 品種識別を想定した場合、なお解決するべき課題
があり、本研究では、それらについて検討を行った。その課題とは、第一に、国内で緑茶




の DNA 単離法について検討を行った。試料は、緑茶浸出液、および現行の DNA マーカー
を用いてブレンド試料で個別に原料品種を同定するために、リーフ茶の茶葉 1 断片を対象
とした（第 1 章）。続いて、ブレンド試料を効率よく分析するための手法として、使用する
DNA マーカーの適否について検討し、新規マーカーの開発を行った（第 2 章）。また、輸
入緑茶と日本産緑茶を識別するための手法として、日本産チャと中国およびベトナム産チ












食品の DNA 品種識別においては、対象食品から DNA 単離が可能であることが大前提で
ある。農産物およびそれらを原料に製造された食品を対象に、遺伝子組み換え生物（GMO）
の検出や品種識別、生物種の同定を目的として DNA マーカーを用いた分析が行われており
21,22,47,54)、その中で加工食品については、オリーブオイル 55,56,57)やナタネ油 58)、ワイン 59)、








されているリーフ茶からの DNA 単離 50,52,53)では、複数の茶葉を粉末にして単離操作に用い
ており、単一の茶葉からの DNA 単離は行われていなかった。また、ボトル詰め緑茶飲料に
ついては、DNA 単離の報告はされておらず、単離法を確立する必要があった。 
本章では、リーフ茶の茶葉 1 断片からの DNA 単離法の検討（1-1）および、容器入りの
緑茶飲料等浸出液からの DNA 単離法の検討（1-2）を行った。 
 
1-1 リーフ茶からの DNA 単離 
 







DNA 単離法としては、植物の DNA 単離に多用され、チャ新鮮葉、リーフ茶からの DNA









くすることとした。1.5 mL エッペンドルフチューブに取った茶葉に、2% CTAB 抽出液 150 
L を加え、65 °C で 5 min 加熱することで、茶葉が抽出液を吸収し、柔らかくなって摩砕
が容易となった。抽出に用いる茶葉は、長さ 0.5 cm 程度から 1.5 cm 程度のものが扱い易
く、抽出液に全体が浸かるよう、長い茶葉はチューブに取る際にあらかじめ折った。また
必要以上に長い茶葉の場合は、約 1.5 cm 分を折り取って使用した。茶葉に含まれる薄い色
をした茎は、摩砕が困難であるため避けた。抽出に用いた茶葉 1 断片の平均的な重さは、
5.29 mg （n=14）であった。 
茶葉 1 断片、および乳鉢、乳棒で摩砕した茶葉約 20 mg から単離した DNA の、吸光度
より算出された収量および純度を表 2 に示した。 
続いて、単離した DNA のアガロースゲル電気泳動および PCR によるフラグメントの増
幅を行った結果を図 9 (A)に示した。「やぶきた」、「おくみどり」、「めいりょく」、「おくゆた















（μg/茶葉 1 mg）A260/A280 A260/A230 
茶葉１断片 5.29 154 5.6 1.85 1.82 
茶葉粉末 25.8 268 2.7 1.91 1.73 








F 1 2 3 4 5M
(B)
図 9 リーフ茶より単離した DNA とそれらを用いたフラグメント増幅 
(A) 単離した DNA の 1%アガロースゲル電気泳動 
M：1 kb DNA Ladder (NEB)、F：positive control（「さえみどり」新鮮葉）、
1：「やぶきた」、2：「おくみどり」、3：「めいりょく」、 
4：「おくゆたか」、5：「さえみどり」 
(B) 単離した DNA からの 1365 bp の CAPS フラグメントの増幅 
M：1 kb DNA Ladder (NEB)、F：positive control（「さえみどり」新鮮葉）、
1：「やぶきた」、2：「おくみどり」、3：「めいりょく」、 
4：「おくゆたか」、5：「さえみどり」 





















1 2 3 4M
図 10 各種緑茶より単離した DNA からの CAPS フラグメント増幅 





DFRintron4+5/Hpa II により両品種を識別した。表 3 に示すように、24 断片中「やぶきた」 
 
が 17 片、「めいりょく」が 7 片で、この試料では「やぶきた」と「めいりょく」がおおよ






品種 茶葉数 比率（%） 
やぶきた 17 71 
めいりょく 7 29 
表 3 市販リーフ茶茶葉の個別分析による原料品種とブレンド割合の確認 
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1-2 浸出液（緑茶飲料）からの DNA 単離 
 
市販の容器入り緑茶飲料には、缶に入ったもの、PET ボトルに入ったものなど、いくつ
かの形態があるが、一般的に図 11 に示すような工程で製造される 67)。消費者が急須などの
茶器を用いて自ら調製する浸出液と比べ、市販の緑茶飲料では、茶葉に対する湯の量が多
く、浸出液が薄くなっている。急須を用いる場合、「茶の淹れ方研究会」による煎茶の淹れ
方の検討では、10 g の煎茶（並）の茶葉を 430 mL の湯で浸出した場合に官能評価の点数
が最も高く、美味しい淹れ方として提唱されている 68)。これを基に算出すると、500 mL
の湯を使用する場合には茶葉は 12 g を使用することになる。一方、緑茶飲料では、各メー
カーとも茶葉／湯量の比等詳細な製造法について公開していないが、500 mL の浸出液に使



































CTAB 抽出液に添加し、茶葉からの DNA 単離と同様の処理を行い得られた沈殿を溶解して
PCR の反応液に添加した場合には、フラグメントの増幅は見られなかった。ポリフェノー
ルは PCR を阻害することが知られているが 71,72,73,74)、緑茶浸出液にはポリフェノールの一
種であるカテキン類が多量に含まれる。このカテキン類を除去するため浸出液を同量の酢
酸エチルで 3 回抽出し、水層を回収してイソプロピルアルコール沈殿を行い、CTAB 抽出
により得られた沈殿を溶解して PCR の鋳型としたが、増幅は見られなかった。 
最終的に、浸出液を凍結乾燥にて濃縮後、イソプロピルアルコール沈殿処理し、得られ
た沈殿を溶解して同量の CTAB 抽出液を加え、茶葉からの DNA 単離と同様の処理を行い、








やまかおり）のリーフ茶 5.00 g より調製した 500 mL の浸出液を試料とした場合の DNA
収量および純度を表 4 に示した。表中の「浸出時の湯量」は、前述の飲料の製法の違いに 
18 
 
基づき、希釈を行う場合（100 mL）と行わない場合（500 mL）を模している。100 mL の
熱湯で調製された浸出液は、希釈して液量 500 mL としてから DNA 単離に用いた。単離操
作開始時に 500 mL であった浸出液は、最終的に約 75 L に濃縮された。モデル浸出液か
らの DNA の収量は、6.37 g～57.8 g と試料により異なったが、茶葉／湯量の比の違いに
よる差異は見られなかった。リーフ茶より DNA を直接単離した場合と比較し、モデル浸出
液では回収された DNA 量は少なかった。リーフ茶 1 断片（平均的な重さは 5.29 mg、n=14） 
を試料とした場合の収量より推計すると、リーフ茶 5.00 g を直接抽出した場合の DNA 収
量の平均値は 13.3 mg であるが 75)、リーフ茶 5.00 g を用いて調製した浸出液からの DNA
収量の平均値は 22.0 g（n=12）であった。浸出液より単離された DNA の純度について、
A260/A280、A260/A230比の平均値はそれぞれ 1.85、1.66 であった。 
続いて、この単離法を用いて市販のPET ボトル入り緑茶飲料からの DNA単離を試みた。
10 メーカーの 16 銘柄の PET ボトル入り緑茶飲料 34 本を供試した結果を表 5 に示した。
DNA の収量は 0.750～234 g と試料により異なり、同一の銘柄内でもばらつきがあった。





(μg) A260/A280 A260/A230 
やぶきた 100 84.9 6.37 1.91 1.14 
500 115 8.62 1.89 1.16 
おくひかり 100 326 24.5 1.83 1.77 
500 182 13.6 1.86 1.40 
おくみどり 100 164 12.3 1.88 1.43 
500 308 23.1 1.88 1.73 
めいりょく 100 771 57.8 1.83 2.29 
500 537 40.3 1.86 1.99 
さえみどり 100 207 15.5 1.89 1.42 
500 440 33.0 1.82 2.04 
さやまかおり 100 224 16.8 1.77 1.94 
500 164 12.3 1.76 1.63 
表 4 モデル浸出液から単離した DNA の収量と純度 




単離した DNA から各 200 ng 相当をアガロースゲル電気泳動にかけた結果を図 12 に示
した。対照とした新鮮葉、リーフ茶由来の DNA に比べ、モデル浸出液、市販の緑茶飲料と
も、単離された DNA の分子量は小さかった。特に市販の緑茶飲料では、モデル浸出液と比
較しても DNA が低分子化していた。吸光度より算出した DNA 濃度に基づき、各レーンに
は同量の DNA を用いたが、実際のスポットの蛍光強度はばらついた。これは、表 4、5 の













（μg） A260/A280 a A260/A230 a
A a (8) 2860/65.1 1350 101 1.74 1.81 
 b (1) ‒ 10.0 0.750 1.49 0.72 
 c (1) ‒ 572 42.9 1.66 1.30 
 d (1) ‒ 69.8 5.23 1.59 0.55 
B a (5) 544.6/27.3 239 17.9 1.72 1.17 
 b (2) 2045/1499 1772 133 1.79 1.95 
C (3) 1082/732.4 894 67.0 1.76 1.60 
D a (2) 535.5/507.4 521 39.1 1.78 1.77 
 b (1) ‒ 3120 234 1.80 2.23 
E (3) 362.5/76.3 219 16.4 1.73 1.11 
F (2) 65.1/59.0 62.1 4.66 1.69 0.83 
G (1) ‒ 61.5 4.61 1.49 0.72 
H (1) ‒ 30.8 2.31 1.37 0.39 
I (1) ‒ 46.6 3.50 1.38 0.49 
J (1) ‒ 35.6 2.67 1.62 0.46 
K さえみどり (1) ‒ 126 9.44 1.71 0.90 
表 5 PET 緑茶飲料から単離した DNA の収量と純度 
a 試料が複数の場合には平均値





緑茶浸出液から単離した DNA について、DNA マーカーによる品種識別が可能であるか
確認するため、市販緑茶飲料由来の DNA について、PCR によるフラグメント増幅を行っ
た。既存の CAPS フラグメントは、長さが約 200 ～1500 bp であり、アガロース電気泳動
M1M2 1 2 3 13121110987654
100 bp
10 kb





図 12 緑茶浸出液より単離した DNA の 0.8%アガロースゲル電気泳動 
いずれも約 200 ng を泳動に用いた。 
(A) モデル浸出液より単離した DNA  
M1：1 kb DNA Ladder (NEB)、M2：100 bp DNA Ladder (NEB)、 
1：positive control（「やぶきた」新鮮葉）、2：「やぶきた」リーフ茶、 
3：「やぶきた」湯量 100 mL、4：「やぶきた」湯量 500 mL、5：「おくひ
かり」湯量 100 mL、6：「おくひかり」湯量 500 mL、7：「おくみどり」
湯量 100 mL、8：「おくみどり」湯量 500 mL、9：「めいりょく」湯量 100 
mL、10：「めいりょく」湯量 500 mL、11：「さえみどり」湯量 100 mL、
12：「さえみどり」湯量 500 mL、13：「さやまかおり」湯量 100 mL、14：
「さやまかおり」湯量 500 mL、 
(B) 市販 PET 緑茶飲料より単離した DNA  









によって増幅確認を行う。浸出液由来 DNA では、CAPS フラグメントの増幅は見られなか
った。そこで、より短いフラグメントを対象とすることとし、また検出感度とフラグメン
トサイズの分析精度を上げるため、蛍光標識プライマーを用い、電気泳動には DNA シーケ
ンサーを用いることとした。フラグメントサイズとして約 160 bp と約 105 bp の 2 種類を
選択し、まずは約 160 bp フラグメントの増幅確認を行い、増幅の見られなかった試料につ
いては約 105 bp フラグメントの増幅確認を行った。増幅の成否を表 6 に示した。供試した 
34 試料のうち 26 試料では、160 bp のフラグメントの増幅が確認できた。160 bp フラグメ
ントが増幅しなかった 8 試料のうち、6 試料は 105 bp フラグメントが増幅できた。2 試料
については、105 bp フラグメントの増幅も確認できなかった。この 2 試料について、片方





約 160 bp 
TMSLA10-L
約 105 bp 増幅失敗 
A a (8) 4 2 2 
 b (1) 1 ‒a ‒ 
 c (1) 1 ‒ ‒ 
 d (1) 1 ‒ ‒ 
B a (5) 4 1 ‒ 
 b (2) 2 ‒ ‒ 
C (3) 2 1 ‒ 
D a (2) 2 ‒ ‒ 
 b (1) 1 ‒ ‒ 
E (3) 3 ‒ ‒ 
F (2) 2 ‒ ‒ 
G (1) 1 ‒ ‒ 
H (1) ‒ 1 ‒ 
I (1) ‒ 1 ‒ 
J (1) 1 ‒ ‒ 
K さえみどり(1) 1 ‒ ‒ 
a 160 bp のフラグメントが増幅した試料では 105 bp の増幅は行わなかった。 
 
Ujihara et al. Food Sci. Technol. Res. 18: 209-217 (2012)より許可を受けて転載。 
©2012 公益社団法人日本食品科学工学会 
表 6 PET 緑茶飲料から単離した DNA での SSR フラグメント増幅 
22 
 
低かったが、片方は濃度約 783 ng/L と比較的収量が多く、A260/A280比 1.77、A260/A230比
1.84 と、市販緑茶飲料での平均値（A260/A280比 1.65、A260/A230比 1.13）よりも高かった。 
PCR での増幅に失敗する場合、鋳型とした DNA 溶液に不純物が混入し、反応を阻害し
ていることがあり、DNA 溶液を希釈して鋳型に用いることで阻害物質の影響を免れること
があると経験的に知られている。そのため、本実験においても、増幅の見られなかった試
料について、DNA 溶液を希釈して再増幅を試みた。濃度約 65 ng/L の試料は 10 倍に希釈
して濃度約 6 ng/L とし、濃度約 783 ng/L の試料は 80 倍に希釈して濃度約 10 ng/L と




存在しないものと考えられた。一般に、葉緑体 DNA は核 DNA に比べ細胞当たりのコピー


















リーフ茶からの DNA 単離には、改変を加えた CTAB 法 66)を用いた。リーフ茶の茶葉 1
断片を 1.5 mL エッペンドルフチューブに取り、2×CTAB 抽出液 650 L を加えて 65°C で
5～10 分間加熱し、抽出液を吸収した茶葉をマイクロチューブ用ホモジナイザーで摩砕し
10 mg/mL RNaseA 2 L を加えた。以後の操作は既報 66)に従った。摩砕物を 1 時間インキ
ュベートし、途中で数回懸濁を行った。インキュベート終了後、摩砕物に CIA（クロロホ
ルム：イソアミルアルコール 24:1、v/v）650 L を加えて混和後 16,000 g で 1 分間、室温
で遠心分離をし、水層を新しい 1.5 mL エッペンドルフチューブに取って再度 CIA 抽出を
繰り返した。水層を新しい 1.5 mL エッペンドルフチューブに取り、イソプロピルアルコー
ル 600 L を加えて混和し、16,000 g で 1 分間、室温で遠心分離した沈殿を 250 L の 70%
エタノールで洗浄後同様に遠心分離し、上清を除いて数分間風乾した後、沈殿を 200 L の
TE バッファーに溶解し DNA 溶液とした。 
CAPS マーカーによるタイピング 
使用した CAPS マーカーは、Kaundun and Matsumoto（2003）により開発されたもの
を用いた 50)。 
PCR 反応には ExTaq DNA polymerase（タカラバイオ）を用い、反応液は、50～200 ng
の DNA、各プライマーを 0.25 M、dNTP 200 M、MgCl2 2 mM、酵素に添付の反応バッ
ファー、0.025 U の ExTaq DNA polymerase を含み、滅菌水を用いて 25 L に定容した。 
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PCR 反応は、94°C で 5 分間インキュベートの後、94°C を 30 秒、60°C を 1 分、72°C
を 90 秒のサイクルを 35 回繰り返し、最後に 72°C で 10 分間インキュベートした。 
通常、PCR 反応液 2 L を制限酵素処理に用いた。各制限酵素の取扱説明に従い、反応
至適温度で 2 時間インキュベートした。 
反応後、断片パターンの検出にはアガロースゲル電気泳動を用いた。ゲル濃度は 2%とし
た他は、単離 DNA の電気泳動と同様の操作をした。 
 
1-2 浸出液（緑茶飲料）からの DNA 単離 
実験材料 
茶葉は、野菜茶業研究所金谷拠点で製造した。 
市販 PET 緑茶飲料は、小売店で購入した。 
モデル浸出液の調製 
野菜茶業研究所金谷拠点で製造された 6 品種（やぶきた、めいりょく、おくひかり、お
くみどり、さえみどり、さやまかおり）の緑茶茶葉を以下の 2 条件で浸出した。 




Advantec No. 2 ろ紙でろ過し、純水で液量を 500 mL に調整した。 
＜条件 2＞茶葉 5.00 g を、あらかじめ湯浴を用いて 60°C に温めた純水 500 mL に加え、マ
グネティックスターラーにより撹拌しながら湯浴中で 4 分間浸出した。以降ろ紙によるろ
過までの操作は条件 1 と同様であるが、液量の調整は行わなかった。 
＜条件 1＞、＜条件 2＞とも、得られた浸出液にアスコルビン酸ナトリウム 0.10 g を添加し




緑茶浸出液からの DNA 単離 
モデル浸出液もしくは市販緑茶飲料 500 mL を 2L 容のガラス製ナス型フラスコに入れ、
液体窒素を用いて凍結させた後凍結乾燥機（東京理科器械 FDU-2100 型）を用いて乾燥さ
せた。乾燥物に 40 mL の純水を加え、半量（20 mL）ずつ 2 本の 50 mL ファルコンチュー
ブに移した。各遠沈管に、3 M 酢酸ナトリウム水溶液 2 mL とイソプロピルアルコール 20 
mL を加え、混和した後、各遠沈管の混和物を半量（21 mL）ずつポリプロピレン製 50 mL
容遠沈管に移し（合計 4 本）、18,800 g、15°C で 15 分間遠心分離した（日立製作所 Himac 
CR21 型）。上清を捨て、沈殿を 4 mL の 70%エタノールで洗浄し、18,800 g、15°C で 5 分
間遠心分離した。上清を除いて沈殿を空気中で数分間乾燥させ、4 本の遠沈管の沈殿を合わ
せて 1 mL の TE バッファーに溶解した。 
1 mL の溶液を半量（500 L）ずつ 2 本の 1.5 mL エッペンドルフチューブに分け、等量
の 2×CTAB 抽出液および RNaseA 溶液（10 mg/mL）2 L を加えた。以降の CTAB 法に
よる DNA 単離は、リーフ茶からの DNA 単離法と同様に行った。沈殿物は 100 L の TE
バッファーに溶解した。 
100 L の DNA 溶液を精製するために、QIAGEN 社製 QIAEX II Gel Extraction Kit
を用いた。QX1 バッファー300 L および QIA EXII 40 L を DNA 溶液に加え、マニュア
ルに従って精製を行った。最終的に、75 L の DNA 溶液が得られた。 
DNA 濃度測定 
得られた DNA 溶液の濃度は、分光光度計（GE Healthcare 社製 Nano Vue）により 260 
nm での吸光度を測定することで算出した。純度の推定のために、280 nm および 230 nm
での吸光度も測定し、260 nm における吸光度との比を算出した。 
アガロースゲル電気泳動 
アガロースゲルの作成には、日本ジーン社製 Agarose S を用いた。ゲル濃度は 0.8%（w/v）
26 
 
とし、ゲル作成および電気泳動には TAE バッファーを用いた。各試料とも、約 200 ng の
DNA を泳動に用いた。泳動にはアドバンス社製 Mupid-2plus を用い、バンドの検出のため
にエチジウムブロミドをゲルおよび泳動バッファーに添加した。 
CAPS マーカーの増幅と増幅確認 
単離した DNA を用いた CAPS マーカーの増幅確認は、第 1 章 1-1 節と同様に行った。 
SSR マーカーの増幅と増幅確認 
チャ核ゲノム上の SSR 増幅用に設計された 2 対のプライマーTMSLA13（増幅産物は約
160 bp）および TMSLA10（増幅産物は約 105 bp）、およびチャ葉緑体ゲノムより設計した
123 bp の増幅産物が得られるプライマー対を用いた。各マーカーの詳細は第 2 章 2-1 節に
記載した。葉緑体 SSR 増幅用プライマーの配列は以下の通り。 
Forward：5’-HEX-TTAGACGAGATTTTACGAACAAAAA-3’ 
Reverse：5’-CCGAATAAACATATAAATCGAATCAC-3’ 
PCR には KOD DNA polymerase（東洋紡）を用いた。PCR 反応液の組成は、100～300 
ng の浸出液由来 DNA、プライマー各 0.20 M、dNTP mix 0.16 mM、MgCl2 1.0 mM、酵
素に添付の反応バッファー、KOD DNA polymerase 0.025 U を含み、滅菌水で容量を 15 L
とした。KOD の代わりに ExTaq DNA polymerase（タカラバイオ）を用いる場合の反応液
は、100～300 ng の浸出液由来 DNA、プライマー各 0.25 M、dNTP mix 0.20 mM、MgCl2 
2.0 mM、酵素に添付の反応バッファー、ExTaq DNA polymerase 0.025 U を含み、滅菌水
で容量を 15 L とした。 
PCR の反応条件は、田中ら(2004)に従った 76)。概要を図示した。 
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PCR 反応液 1 L を、12.375 L の脱イオン化ホルムアミド（ナカライテスク）および
0.125 L の GeneScan 500 もしくは 350 ROX size standard（アプライドバイオシステム
ズ）と混和し、95°C で 2 分間加熱し氷浴により急冷した後、DNA シーケンサー（アプラ
イドバイオシステムズ ABI 310 Genetic analyzer）により電気泳動を行った。泳動後のデ
ータ処理には付属のソフトウェア（GeneScan）を用いた。必要に応じて PCR 反応液は滅
菌水で希釈の上 1 L を電気泳動に用いた。 
  
72°C, 10 min93°C, 5 min 
＜SSR フラグメント増幅用 PCR プログラム 76)＞ 
a 1 サイクル毎に 
0.5°C ずつ低下 
(62°C→ 55.5°C)
93°C, 1 min 
62°Ca, 1 min 
72°C, 1 min 
14 サイクル
93°C, 1 min 
55°C, 1 min 












2-1 Simple sequence repeat (SSR)マーカーを用いた品種識別 
 
SSR は、short tandem repeat、マイクロサテライトとも呼ばれ、1～6 bp 程度の短い塩
基配列のモチーフが 10～60 回程度繰り返された構造をしている 77)。最も多く見いだされる
のは、2 塩基をモチーフとする dinucleotide repeat である。SSR は、ゲノム上に
104~5/haploid 程度の頻度で散在するとされ、リピート数に変異が生じやすく、多型性に富
む 77)。この多型性の高さから、農学の分野でも多用されている 77,78,79,80)。 チャを含むツバ
キ（Camellia）属では、種間の植物同士での遺伝的関係の解析 81)チャおよびツバキの系統
分析 82,83)、ヤブツバキ（Camellia japonica L.）核ゲノム上の SSR およびタバコ（Nicotiana 







国内の栽培面積の約 91%を占める主要品種 16 種 13)のチャ新鮮葉より単離した DNA を
試料とし、チャゲノム上の 6 個の SSR 遺伝子座を対象に設計したプライマー対を用いて、





SSR マーカーでは、各 allele はモチーフの繰り返し数が異なり、PCR による増幅では、










フラグメント locus プライマー名 primer sequence (5’ − 3’)a
TMSLA10 TMSLA10 LA10-Fw gtttcttTCATCATAGACCAATTAATCAACAAAGCA 
  LA10-Rv HEX−TTTGCCACAAGTGAAAGGGTTTT 
TMSLA13 TMSLA13 LA13-Fw gtttcttGCGATTTCTAGCTCTCAACACTGTTC 
  LA13-Rv HEX−TGATTTCCAGTTCTAGATCGCGAT 
TMSLA17 TMSLA17 LA17-Fw HEX−AACCACACCTGACACCAAGACTTCT 
  LA17-Rv gtttcttTGCCAGAGACTGGTGAGGTGTT 
TMSLA37 TMSLA37 LA37-Fw HEX−GGAGCCTTAAATTTTTGGTTTAGAAAGTG 
  LA37-Rv gtttcttTAGAAAAAATTATCAAAGCTCAAATTCTTGC 
TMSLA55 TMSLA55 LA55-Fw HEX−CCCGAACTGAAATTACTATTATACCCCT 
  LA55-Rv gtttcttCCCTACAATGAGTCAACAAATCCCTA 
SSR−1 MSCjaF25 SSR1-Fw HEX−TTAAGCAAAGAAGTCGCG 
  SSR1-Rv-2 GACCTACGTTAGATTTTAGATAGC 
表 7 本研究に用いたチャ由来の SSR マーカー 
a gtttctt：増幅産物の二次構造を阻害するための pigtail 配列







クを基準とした。基準となるピークの鎖長を A とし、他のピークは A±N（N は整数）の
形で鎖長を表した（図 13）。ピークパターンの「A+N1/A+N2」は、そのマーカーでフラグ
メントサイズ A+N1および A+N2の 2 本のピークが検出されたことを示す。図 13 の例では、
「やぶきた」では A および A+10 の 2 本のピークが検出されたため、ピークパターンは
A/A+10 となり、「あさつゆ」では A-2 および A+10 の 2 本が検出され、ピークパターンは 
A-2/A+10 である。本実験に用いた 6 対の SSR 増幅用プライマーでは、TMSLA17、
TMSLA55、およびSSR-1の 3対では 1もしくは 2本のピークが増幅されたが、TMSLA10、



















各品種のピークパターンを表 8 に示した。供試した 16 品種は、TMSLA55 および SSR-1
の 2 種類に加え、TMSLA10-S, -L 以外のいずれかのマーカー1 つの、合計 3 マーカーによ
り、識別が可能であった。図 14 に、表 8 を基に作成した品種識別表を示した。供試した 16
品種のうち 6 品種は、TMSLA55 のみでの同定が可能であった。 
 
  
TMSLA55 SSR‐1 TMSLA17 TMSLA13‐S TMSLA13‐L TMSLA37‐S TMSLA37‐L TMSLA10‐S TMSLA10‐L
1 さみどり A+16 A A‐2/A+8 ‐ A‐2/A A/A+4 A‐2/A+10 ‐ A/A+4
2 やまなみ A+16 A A‐4/A‐2 A/A+8 A‐10/A‐8/A‐4/A+2 A/A+4/A+14 A‐2/A+6/A+8 A‐2 A/A+4
3 さやまみどり A+16 A A+8/A+10 A+8 A A/A+14 A/A+6 ‐ A/A+4/A+10
4 おおいわせ A+20 A/A+19 A+8/A+10 A A‐10/A A/A+14 A+4/A+15 A‐2/A A/A+4
5 あさつゆ A/A+18 A+9 A‐2/A+10 A/A+12 A‐2 A/A+4/A+14 A+4/A+13 A‐2 A/A+2
6 おくみどり A/A+18 A/A+9 A+10 A+12 A‐10/A/A+2 A/A+10 A A A
7 さやまかおり A/A+18 A+9/A+10 A‐4/A A+8 A‐2/A A/A+4 A A‐2/A A/A+2/A+4
8 ゆたかみどり A/A+18 A+9/A+11 A‐6/A+10 A A‐2/A+2 A/A+6/A+14 A+4/A+13 A‐2/A A/A+6
9 やぶきた A/A+20 A/A+9 A/A+10 ‐ A A/A+14 A/A+6 A A/A+4
10 おくひかり A/A+22 A/A+12 A‐4/A+10 A A‐10/A A/A+6 A/A+17 A A/A+4
11 べにふうき A+14/A+18 A+9/A+11 A‐4/A+14 A‐2/A+2 A‐10/A‐8/A‐4/A A/A+4/A+10 A+4 A‐2 A+4
12 やまとみどり A+16/A+20 A/A+9 A‐4 A A‐10/A A/A+4 A‐2/A+4/A+15 ‐ A/A+4
13 さえみどり A+18/A+20 A+9 A+10 A+12 A‐2/A A/A+14 A A‐2/A A/A+4
14 やまかい A+18/A+20 A+9 A+4/A+10 ‐ A/A+2 A A‐6/A A‐2/A A/A+4
15 かなやみどり A+18/A+20 A+1/A+9 A‐2/A+10 A/A+8 A A/A+14 A/A+6 A‐2/A A
16 めいりょく A+20/A+28 A+9 A‐6/A+10 A+8 A A/A+14 A+6 A‐2/A A/A+4
図 14 チャ由来の SSR マーカーを用いた国産主要品種 16 種の識別 
 左端の TMSLA55 から順に各マーカーのピークパターン毎にグループ分けをしてい
き、品種が同定可能となった位置を水色でマーキングした。最少で 3 つの SSR マー
カーにより、供試した 16 品種は識別が可能であった。 






S  TMSLA10−L  TMSLA13−S TMALS13−L  TMSLA17  TMSLA37‐S  TMSLA37‐L  TMSLA55  SSR‐1 
やぶきた A  A/A+4  −a  A  A/A+10  A/A+14  A/A+6  A/A+20  A/A+9 
ゆたかみどり A‐2/A  A/A+6  A  A‐2/A+2  A‐6/A+10  A/A+6/A+14  A+4/A+13  A/A+18  A+9/A+11 
かなやみどり A‐2/A  A  A/A+8  A  A‐2/A+10  A/A+14  A/A+6  A+18/A+20  A+1/A+9 
さやまかおり A‐2/A  A/A+2/A+4  A+8  A‐2/A  A‐4/A  A/A+4  A  A/A+18  A+9/A+10 
おくみどり A  A  A+12  A‐10/A/A+2  A+10  A/A+10  A  A/A+18  A/A+19 
あさつゆ A‐2  A/A+2  A/A+12  A‐2  A‐2/A+10  A/A+4/A+14  A+4/A+13  A/A+18  A+9 
やまかい A‐2/A  A/A+4  −  A/A+2  A+4/A+10  A  A‐6/A  A+18/A+20  A+9 
やまとみどり −  A/A+4  A  A‐10/A  A‐4  A/A+4  A‐2/A+4/A+15 A+16/A+20  A/A+9 
おおいわせ A‐2/A  A/A+4  A  A‐10/A  A+8/A+10  A/A+14  A+4/A+15  A+20  A/A+19 
さやまみどり −  A/A+4/A+10  A+8  A  A+8/A+10  A/A+14  A/A+6  A+16  A 
めいりょく A‐2/A  A/A+4  A+8  A  A‐6/A+10  A/A+14  A+6  A+20/A+28  A+9 
おくひかり A  A/A+4  A  A‐10/A  A‐4/A+10  A/A+6  A/A+17  A/A+22  A/A+12 
さえみどり A‐2/A  A/A+4  A+12  A‐2/A  A+10  A/A+14  A  A+18/A+20  A+9 
さみどり −  A/A+4  −  A‐2/A  A‐2/A+8  A/A+4  A‐2/A+10  A+16  A 
やまなみ A‐2  A/A+4  A/A+8  A‐10/A‐8/A‐2/A+2 A‐4/A‐2  A/A+4/A+14  A‐2/A+6/A+8  A+16  A 
べにふうき A‐2  A+4  A‐2/A+2  A‐10/A‐8/A‐4/A  A‐4/A+14  A/A+4/A+10  A+4  A+14/A+18  A+9/A+11 
No. of alleles  2  5  5  6  8  5  10  7  7 
A (bp)  95.97b  105.26b  86.90c  161.67b  107.42b  110.49b  152.53b  83.78b  117.80b 















茶を供試した。リーフ茶由来の DNA では、新鮮葉由来 DNA のピークパターンと一致する
































SSR マーカーでは、リーフ茶を試料としても SSR マーカーによる品種識別が可能であ





子型を示すこと、日本産チャが保有しない allele を保有することが期待できたためである。 
2010 年度に日本へ輸入された緑茶は 5.93×103 トンであるが、輸入元としては中国が
5.31×103トンで約 90%を占めている 33)。また、中国からの輸入緑茶の品種構成を見ると、
70%を「鳩坑種」が占め、続く「福雲」が 7～8%を占めるとされる（三井農林 田中氏、
















品種 TMSLA10−S  TMSLA10−L  TMSLA13−S  TMALS13−L  TMSLA17  TMSLA37‐S  TMSLA37‐L  TMSLA55 SSR‐1 
福雲 A  A+6/A+8  A/A+50  A/A+2  A‐14/A+60  A  A+4/A+12  A‐2  A/A+19 
鳩坑種 1 A‐2  A/A+4  A/A+14  A+2  A‐10/A‐4  A/A+4  A+4/A+12  A‐2  A+10/A+19 
鳩坑種 2 A  A/A+4  A‐4/A+14  A‐4/A+2  A‐4/A/A+12  A/A+8/A+12  A+6/A+10  A‐2/A+4  A+12/A+16/A+19
鳩坑種 3 ‐  A+2/A+4/A+6/A+8 A‐6/A  A‐4  A  A/A+4  A+10  A‐6/A‐2  A+16/A+19 
鳩坑種 4 A‐2/A  A/A+4  A+6/A+12  A‐6/A+2  A‐10/A+2  A/A+4/A+6  A+4/A+12  A‐2  A+9/A+19 
鳩坑種 5 ‐  A/A+4/A+6/A+10 A‐2/A+6  A+2  A‐10/A+2  A/A+4/A+8  A+4/A+12/A+15 A‐6/A‐2  A+10/A+19 
鳩坑種 6 A  A+2/A+4  A‐4/A‐2  A‐4/A‐13  A+10  A/A+4/A+6  A+6  A‐4/A  A+7/A+12 
鳩坑種 7 A  A+6/A/10  A+2  A‐2  A‐10/A‐4  A/A+4/A+6  A+4/A+12  A‐4  A+7/A+19 
鳩坑種 8 A‐2  A+4/A+10  A‐2/A+12  A‐13/A‐2  A‐10/A+8  A/A+8/A+12  A‐2  A‐4/A‐2  A+12 
鳩坑種 9 A‐2  A/A+4/A+6  A/A+12  A‐13/A‐6/A‐4 A+8  A/A+4/A+10/A+14 ‐  A‐2  A+9/A+19 
鳩坑種 10 A  A+2/A+4  A/A+12  A‐13/A+2  A+8  A/A+4/A+10  A‐4  A‐6/A‐2  A+9/A+28 (Ua) 
鳩坑種 11 A‐2  A/A+4  A/A+14  A+2  A‐10/A‐4  A/A+4  A+4/A+12  A‐2  A+10/A+19 

























































枕 18 号 
表 9 中国産品種「福雲」および「鳩坑種」の SSR マーカーによるタイピング
a ピーク A+28 (U)は「鳩坑種に特異的。 
Ujihara et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 73: 15-20 (2009)より許可を受けて転載。 
©2009 公益社団法人日本農芸化学会 





に偶然に一致したものであるのかは明らかではない。マーカーの 1 つである SSR-1 では、
「鳩坑種」の中に、他の個体から離れた鎖長のピークを有する個体が存在した。このピー















図 16 浙江省産「鳩坑種」リーフ茶のうち特異的ピーク U を有する
ピークパターン 
特異的ピーク U を有する 9 パターンが検出された。 
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ークを与える allele が「鳩坑種」の集団内に保有されているものと考えられた（表 11）。こ 
 2003 年産 2004 年産
特異的ピークあり 16 15 
なし 31 31 
合計 47 46 
特異的ピークの含有割合(%) 34 33 
 

















特異的ピーク U の検出 
「鳩坑種」が試料中に 10%以上ブレンド
















ンを確認した。野菜茶業研究所金谷拠点で製造された 6種類の品種茶各 5.00 gより、500 mL
の浸出液を調製し、第 1 章 1-2 節の方法を用いて DNA を単離し供試した。大部分のマーカ
ーで、浸出液由来 DNA は新鮮葉由来 DNA と同様のピークパターンを示したが（図 18）、 
 
図 18 緑茶浸出液および新鮮葉より単離した DNA での SSR マーカーピークパターン
が一致した例 
6 品種（やぶきた、おくひかり、おくみどり、めいりょく、さえみどり、さやま
かおり、）の TMSLA-10-L におけるピークパターンを代表として示す。 
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では増幅が見られないが、浸出液では A+8/A+24 の 2 本のピークが増幅した。また
TMSLA55 においては、「めいりょく」新鮮葉のピークパターンは A+20/A+28 であるが、
浸出液では非特異的な増幅によりピーク A が生じ、ピークパターンが A/ A+20/A+28 とな
っている。 
一般に作物などの生体組織を出発材料として SSR マーカーによるタイピングを行う場
合、鋳型 DNA は 10 ng 程度と少量であることが多い。本実験において採用した鋳型 DNA
量は 100 ng であり、一般的な鋳型量と比べると多いが、緑茶浸出液由来の DNA の場合、





























A+8/A+24 の 2 ピークが生じている。TMSLA55 では「めいりょく」新鮮葉のピー
クパターンは A+20/A+28 だが、浸出液では本来検出されない A が生じている。 






よび「めいりょく」浸出液由来の DNA を希釈し、1 ng、10 ng、50 ng をそれぞれ用いて
再度 TMSLA13-S（やぶきた）および TMSLA55（めいりょく）の増幅を行った。いずれも
1 ng の鋳型量では増幅が見られず、増幅が確認できた 10 ng および 50 ng の鋳型量では、






































性の高い SSR マーカーを探索することが解決法の 1 つであるが、前述のように、市販緑茶
飲料では SSR のピークパターン自体の正確な判定が不可能であることから、品種識別の手

















内で栽培されている日本品種は少なくとも 60 品種に上り 13)、シーケンス解析による直接の
SNP 探索は非常にコストがかかること、またそのようにして SNP マーカーの構築を行った
としても、品種識別を行うにあたっては、SNP を含む広い領域のシーケンシングではなく、
SNaPshot®法（Applied Biosystems）や TAQMAN®法（Applied Biosystems）といった検
出法 88)を用いることが必要であるが、これらの検出系を構築するためには設備、コストの
両面から条件検討が不可能であったことから、cleaved amplified polymorphic sequence
（CAPS)マーカーに着目した。CAPS は、対象となる PCR 断片内に存在する制限酵素認識
部位に生じた突然変異を、PCR 断片の制限酵素処理、電気泳動による断片パターンの確認
により検出する DNA マーカーであり、一般に、マーカー断片は 200～1000 bp 程度となる
ように増幅用プライマーを設計し、断片パターンの検出にはアガロースゲル電気泳動が用
いられる。前項において検討した SSR に比べ、CAPS で検出される allele は遺伝子座あた
り、amplicon length polymorphism （ALP）が存在する場合であっても 3 種類程度であり、









伝マップ作成の一端を担うため、この EST より無作為に選抜された 26 種類と、チャでク
ローニングされたアンモニウムトランスポーターおよびグルタミン酸合成酵素 5 種類の、
合計 31 種類の断片と、4 塩基（8 種類）または 5 塩基（5 種類）を認識する制限酵素 13 種
類を使用した。植物サンプルとしては、商業品種とその親を含む 14 種類のチャ、およびツ
バキ（Camellia）属のヤブツバキ（C. japonica L.）とキンカチャ[C. chrythanta (Hu) 




の 26 プライマー対のうち 8 対では、キンカチャ以外のサンプルでも増幅産物が得られなか
った。増幅産物の得られた 18 対のうち 5 対では、大部分の制限酵素で多型が検出されたが、




伝子より設計した 5 組のプライマー対では、アンモニウムトランスポーターの 1 つ（AMT1）
を対象に設計されたプライマーでヤブツバキの増幅産物が得られなかった。チャで多型が














(AB117640) ammonium transporter 
Forward CCAGCGCTTCCAACACAAACC 58 1358 Dde I 
Reverse CCTTCTGAAAGTGGTTTGAACAGAGC 1076 Rsa I 
AMT2 ammonium transporter Forward ACCTCCGGCGCCCTCTTGTT 58 1014 Alw26 I 
(AB114913) Reverse GCTGATACGTAGGAAGTTTGACTCTG  
GS1A glutamine synthetase Forward TTTGAGGTCATCAAAAAGGCCATT 58 919 Alw26 I 
(AB115183) Reverse ACACAAAGGTTGGGTTGGGATTATG  Rsa I 
GS1C a  glutamine synthetase Forward TGGTGAAGGCAACGAGCGTC 58 1320c Hinf I 




GS2Ba glutamine synthetase Forward GCTTATGGAGAAGGCAATGAGCG 58 1420 Hinf I 
(AB117934) Reverse AACAGCCAAACATACCATGATGAATTTAC 1142  Taq I 
3B02Sb pathogenesis-related protein 
(pathogenesis-related protein 10, Solanum 
virginianum, AAU00066, 1.95e-43) 
Forward ACCCACAATCAACTCATTCTCATT 60 682 Hae III 
(FS951215) Reverse TACTTGGTTCAAGCATAAACATCAGA 
C5S22b nucleic acid binding protein 
(nucleic acid binding protein, putative, 
Ricinus communis, XP_002511182, 1.23e-35)
Forward CCTTCTCTCCTCACCACCTT 60 558 Dde I 
(FS951237) Reverse AAAATTTAAGGTCGAAATTTTTGC Msp I 
C10S38b tubulin beta chain 
(tublin beta chain, putative,  Ricinus 
communis, XP_002271992, 6.77e-83) 
Forward CAGCCAGTGACCATTTTTAGC 60 551 Hinf I 
(FS 951245) Reverse TTGAGTGGATCCCCAACAAT Msp I 
E3S12b pathogenesis-related protein 
(pathogenesis-related protein 10, Solanum 
virginianum, AAU00066, 1.95e-43) 
Forward TCATTTTGGTTTTACATGCTTCA 60 556 Alw26 I 
(FS951271) Reverse TTGATGTTGAGAACTATAAGTGCAA Hinf I 
表 12 新たに開発した CAPS マーカー 
a amplicon length polymorphism (ALP)を示す。b EST に由来。c マーカー開発に用いた「枕 1 号」でのみ検出される。
Reprinted (adapted) with permission from Ujihara et al. J. agric. Food Chem. 59: 1557-1564 (2011).




った 16 組を、品種識別用 CAPS マーカーとした。各マーカーについて表 12 にまとめた。
続いて、これらの CAPS マーカーを用いて日本産品種のタイピングを行った。タイピング
には、マーカー開発に使用した品種、系統を加え、合計 67 品種を供試した。各マーカーで
検出された断片パターンを表 13 に示した。シーケンス解析により、GS1C/Hinf I および




ついては、全てをまとめて 1 タイプのパターンとして扱うのが現実的である。表 13 には、
シーケンス解析に基づく本来の断片パターンの他、識別不可能なパターンをまとめて命名
した実用的な断片パターンを記載した。本研究において、以後のタイピングはこの実用的















断片長 (bp) 制限酵素断片 (bp)
 a 断片タイプ accession number
AMT1/Dde I 1358 800 + 558 A AB597260
1076 1076 B  
1076 800 + 276 C AB597261
AMT1/Rsa I 1358 437+413+116+91+74+70
+66+62+29
A AB597260
1076 528 + 449 + 70 + 29 B  
1076 449 + 437 + 91 + 70 + 29 C AB597261
AMT2/Alw26 I 1014 931 + 83 A  
 719 + 212 + 83 B  
GS1A/Alw26 I 919 495 + 317 + 87 + 20 A  
 495 + 174 + 143 + 87 + 20 B  
GS1A /Rsa I 919 919 A  
 627 + 292 B  
GS1C/Hinf I 1320 755 + 271 + 188 + 74 + 32 Ab AB597264
1140  755 + 197 + 188 B (B2) c  
 755 + 197 +188 C (B2) c AB597265
1095 710 + 197 + 188 D (B2) c AB597266
 548 + 197 + 188 + 159 E  
1073 755 + 164 + 154 F (B2) c AB597267
874 497 + 189 + 188 G AB597268
GS1C /Rsa I 1320 609 + 578 + 133 Ab AB597264
1140 1007+133 B  
 578 + 429 + 133 C (C2) c AB597265
1095 579 + 429 + 31 + 56 D (C2) c AB597266
 576 + 429 + 31 + 56 E (C2) c  
1073 578 + 362 + 133 F AB597267
874 753 + 121 G AB597268
GS2B/Hinf I 1420 1252 + 168 A AB597262
1142 974 + 168 B AB597263
 830 + 168 + 142 C  
 674 + 299 + 170 D  
GS2B/Taq I 1420 870 + 550 A AB597262
1142 1143 B  
 612 + 537 C (C2) c  
 597 + 545 D (C2) c AB597263
 545 + 389 + 206 E  
3B02S/Hae III 682 682 A  
 612 + 70 B  
C5S22/Dde I 558 558 A  
 291 + 267 B  
C5S22/Msp I 558 491 +67 A  
 372 + 119 + 67 B  
C10S38/Hinf I 551 551 A  
 434 + 117 B  
C10S38/Msp I 551 551 A  
 497 + 54 B  
E3S12/Alw26 I 564 446 + 118 A  
 385 + 118 + 61 B  
E3S12/Hinf I 564 298 + 196 + 70 A  
 196 + 149 + 149 + 70 B  
a 数 bp 程度の挿入／欠損により増幅断片長に一致しない場合がある。b 日本品種では検
出されない。c アガロースゲル電気泳動ではタイプの識別が不可能であるため、一つの
タイプとした。Reprinted (adapted) with permission from Ujihara et al. J. agric. Food Chem. 59: 1557-1564 (2011). 
Copyright (2011) American Chemical Society. 
表 13 開発した CAPS マーカーで検出される多型 
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供試した日本品種 67 種の 16 マーカーでのタイピング結果を表 14 に示した。日本の品
種は、「まきのはらわせ（3 倍体）」を除き 2 倍体であり、通常 1 遺伝子座を対象とした CAPS
マーカーで検出される断片パターンは 1 もしくは 2 種類であるが、マーカーGS2B/Hinf I




M 1 2 3 4 5 6 7 8 M
A B C D BD
BCD
BC
M 1 2 3 4 5 6 7 8 M
AB AC B D DE BD
(A) (B)
図 21 GS2B フラグメントを用いる 2 種類のマーカー、GS2B/Hinf I および GS2B/Taq I
の断片パターン 
(A) GS2B/Hinf I の断片パターン 
M：100 bp DNA Ladder (NEB)、1：断片タイプ A、2：断片タイプ B、3：断片タイ
プ C、4：断片タイプ D、5：断片タイプ B と D の組み合わせ、6：断片タイプ B, C, お
よび D の組み合わせ、7 および 8：断片タイプ B と C の組み合わせ。 
 
(B) GS2B/ Taq I の断片パターン 
M：100 bp DNA Ladder (NEB)、1：断片タイプ A と B の組み合わせ、2：断片タイ
プ A と C の組み合わせ、3：断片タイプ B、4：断片タイプ D、5：断片タイプ D と E
の組み合わせ、6, 7 および 8：断片タイプ B と D の組み合わせ。 
両マーカーとも、配列内に存在する SSR により、断片タイプ B および C でバンドの
サイズに変動が見られる（矢印）が、アガロースゲル電気泳動による正確な識別は不
可能であるため、区別はしないこととした。 
Reprinted (adapted) with permission from Ujihara et al. J. agric. Food Chem. 59: 1557-1564 (2011).























































あさぎり B  BC  A AB B B2 C2 BC C2  A AB AB B A B A
あさひ BC  BC  A A B B2E C2 B C2  A AB AB B A B A
あさのか C  BC  A AB A B2E C2 BCD BC2  A AB B B A B A
あさつゆ AC  AC  A AB B B2 C2F BC C2  A B AB B A B A
べにふじ BC  BC  A AB B B2 C2 BC C2  A AB B B AB B A
べにふうき BC  BC  A AB B B2 C2 BC C2  A A B B AB AB A
べにひかり C  BC  A AB B B2E C2 BD C2E  A AB B AB A B A
べにほまれ BC  BC  A AB B B2 C2 B BC2  A A B B B B A
藤かおり C  C  AB AB B B2E BC2 BCD BC2  A A B B AB AB A
ふじみどり C  BC  A AB B B2 C2F BCD C2E  A B AB AB A B A
ふくみどり C  BC  A AB AB B2E C2 BC C2  AC A B B A B A
ふうしゅん BC  BC  A B B B2 C2F BC C2  A AB AB B A B A
ごこう C  C  A AB AB B2E C2 C C2  A AB B B A ‐ a ‐
はるみどり C  C  AB AB AB B2E C2F B C2  A AB AB B A B A
はるもえぎ BC  BC  AB B B B2E C2F BCD BC2  A A B B A B A
はつもみじ C  C  A AB B B2 C2 BCD C2E  A AB B B AB B A
ひめみどり C  BC  A B B B2 F BC C2  A B A B A B A
ほくめい BC  BC  A AB AB B2 C2 BC C2  A A B B A B A
いずみ BC  BC  A AB B B2E C2 BC BC2  A AB B B AB B A
かなやみどり C  C  AB B B B2E C2F BC C2  A AB AB B A B A
からべに C  BC  A B AB B2E C2 C C2  A AB AB B AB B A
こまかげ C  BC  A AB B E C2 BC C2  A B A B A B A
香駿 BC  BC  AB AB B E C2 BD BC2  AB A B B A B A
くらさわ BC  BC  A A AB B2E C2 D B  AB A B B AB B A
くりたわせ AB  AB  A B B E C2 BC C2  A B A B AB ‐ ‐
まきのはらわせ BC  BC  A AB AB B2E C2F BC C2  A B A B A B A
摩利子 BC  BC  A B B B2 C2 BCD BC2  A AB B B A B A
めいりょく BC  BC  AB AB B B2E C2 BC C2  A AB AB B A B A
みなみかおり C  B  B AB B B2E C2 AD AB  A A B B A B A
みなみさやか BC  BC  AB AB B B2E C2F BC C2  A A B B A B AB
みねかおり C  BC  AB AB AB B2E C2 AB AC2  A AB B B A B A
みやまかおり C  BC  A B B B2E C2 BD BC2  A AB AB B AB B A


























































なつみどり AC  AC  A A AB B2E C2 BC C2  A AB AB B AB ‐ ‐
おおいわせ BC  BC  AB B B B2E C2F D B  A A B B A B A
おくひかり C  BC  AB A AB B2E C2 BC C2  A A B B A B A
おくみどり C  BC  A A AB B2E C2 BCD BC2  A A B B A B A
おくむさし AB  AB  A AB B B2 C2 C C2  A A B B A B A
おくゆたか C  C  A B B B2 C2F BC C2  A B AB B AB B A
りょうふう C  BC  A AB B B2 C2 BD BC2  A AB AB B A B A
さえみどり C  C  AB AB B B2E C2F B C2  A AB AB B A B A
さいのみどり C  C  AB A AB B2E C2 BD B  A A B B AB B A
さきみどり BC  BC  AB B B B2E C2F BCD BC2  A A B B A B A
さみどり AC  AC  A AB AB B2E C2 BC C2  A A B B A B A
さわみずか C  C  AB A AB B2E C2F BCD BC2  A AB AB AB A B A
さやまかおり BC  BC  AB AB AB B2E C2 B BC2  A A B B A B A
さやまみどり AB  AB  A B B B2 C2 BC C2  A A B B A B A
しゅんめい C  C  A B B B2 C2F C C2  A AB B B A B A
そうふう C  BC  AB B B B2E BC2 BC C2  A A B B AB AB A
するがわせ BC  BC  AB B B E C2 AB AC2  A AB B B A B A
ただにしき BC  BC  A AB AB B2 C2F B BC2  A AB AB B A B A
たかちほ AB  AB  A B B B2E C2 C C2  A AB AB B A B A
たまみどり AC  AC  A A AB B2E C2 C C2  A B A B A B A
とよか BC  BC  A B B B2E C2 B C2  A A B B A B A
つゆひかり AC  AC  A A AB B2 C2F AB AC2  A B A B A B A
うじひかり AC  AC  A AB AB B2 C2F BC C2  A AB AB B A ‐ ‐
やえほ BC  BC  A B B B2 C2F BCD BC2  A A B B AB B A
やまかい C  BC  AB AB B B2E C2 BD BC2  A AB B B A B A
やまなみ C  BC  A AB AB B2 C2 BC C2  AB AB AB B A B A
山の息吹 BC  BC  A B B B2E C2 BC C2  A A B B A B A
やまとみどり BC  BC  A AB B B2G C2G BCD BC2  A A B B AB B A
ゆたかみどり C  BC  A B B B2 C2 BC C2  A AB B B AB B A
きら香 C  C  AB AB AB E C2 BD BC2  A A B B A B A
やぶきた C  C  AB AB AB E C2 BD BC2  A A B B A B A
静 7132 C  C  A A AB B2 C2 AB AC2  A AB AB B AB B A
静－印雑 131 C  BC  A AB B B2 BC2 C C2  A AB AB B B A A
Z-1 AB  AB  A AB B B2 C2 BC C2  A B A B AB B A
表 14 続き 




図 22 には、表 14 のタイピング結果を基に作成した国産品種の同定手順を示した。供試し
図 22 開発した CAPS マーカーを用いた国産 67 品種の識別 
 左端の GS2B/Hinf I から順に各マーカーのピークパターン毎にグループ分けをして
いき、品種が同定可能となった位置を水色でマーキングした。ピークパターンが一致
し、識別不能であった「はるもえぎ」と「さきみどり」、「きら香」と「やぶきた」を
黄色でマーキングした。Reprinted (adapted) with permission from Ujihara et al. J. agric. Food Chem. 59: 

































1 つゆひかり AB AC1 AC AC A A AB B A A B A B A B2 C2F
2 するがわせ AB AC1 BC BC AB B B AB B A B A B A E C2
3 みねかおり AB AC1 C BC AB AB AB AB B A B A B A B2E C2
4 静7132 AB AC1 C C A A AB AB AB A B AB B A B2 C2
5 みなみかおり AD AB C B B AB B A B A B A B A B2E C2
6 ただにしき B BC1 BC BC A AB AB AB AB A B A B A B2 C2F
7 べにほまれ B BC1 BC BC A AB B A B A B B B A B2 C2
8 さやまかおり B BC1 BC BC AB AB AB A B A B A B A B2E C2
9 あさひ B C1 BC BC A A B AB AB A B A B A B2E C2
10 とよか B C1 BC BC A B B A B A B A B A B2E C2
11 はるみどり B C1 C C AB AB AB AB AB A B A B A EB2 C2F
12 さえみどり B C1 C C AB AB B AB AB A B A B A EB2 C2F
13 いずみ BC BC1 BC BC A AB B AB B A B AB B A B2E C2
14 Z1 BC C1 AB AB A AB B B A A B AB B A B2 C2
15 さやまみどり BC C1 AB AB A B B A B A B A B A B2 C2
16 くりたわせ BC C1 AB AB A B B B A A B AB ? ? E C2
17 なつみどり BC C1 AC AC A A AB AB AB A B AB ? ? B2E C2
18 さみどり BC C1 AC AC A AB AB A B A B A B A B2E C2
19 うじひかり BC C1 AC AC A AB AB AB AB A B A ? ? B2 C2F
20 あさつゆ BC C1 AC AC A AB B B AB A B A B A B2 C2F
21 あさぎり BC C1 B BC A AB B AB AB A B A B A B2 C2
22 山の息吹 BC C1 BC BC A B B A B A B A B A B2E C2
23 ふうしゅん BC C1 BC BC A B B AB AB A B A B A B2 C2F
24 ほくめい BC C1 BC BC A AB AB A B A B A B A B2 C2
25 まきのはらわせ BC C1 BC BC A AB AB B A A B A B A EB2 C2F
26 べにふうき BC C1 BC BC A AB B A B A B AB AB A B2 C2
27 べにふじ BC C1 BC BC A AB B AB B A B AB B A B2 C2
28 みなみさやか BC C1 BC BC AB AB B A B A B A B AB EB2 C2F
29 めいりょく BC C1 BC BC AB AB B AB AB A B A B A B2E C2
30 ふくみどり BC C1 C BC A AB AB A B AC B A B A B2E C2
31 やまなみ BC C1 C BC A AB AB AB AB AB B A B A B2 C2
32 こまかげ BC C1 C BC A AB B B A A B A B A E C2
33 ゆたかみどり BC C1 C BC A B B AB B A B AB B A B2 C2
34 ひめみどり BC C1 C BC A B B B A A B A B A B2 F
35 おくひかり BC C1 C BC AB A AB A B A B A B A B2E C2
36 そうふう BC C1 C BC AB B B A B A B AB AB A B2E BC2
37 おくゆたか BC C1 C C A B B B AB A B AB B A B2 C2F
38 かなやみどり BC C1 C C AB B B AB AB A B A B A EB2 C2F
39 さわみずか BCD BC1 C C AB A AB AB AB A AB A B A EB2 C2F
40 藤かおり BCD BC1 C C AB AB B A B A B AB AB A B2E BC2
41 おくみどり BCD BC1 C BC A A AB A B A B A B A B2E C2
42 あさのか BCD BC1 C BC A AB A AB B A B A B A B2E C2
43 むさしかおり BCD BC1 C BC AB A A A B A B A B A B2E C2
44 やまとみどり BCD BC1 BC BC A AB B A B A B AB B A B2G C2G
45 やえほ BCD BC1 BC BC A B B A B A B AB B A B2 C2F
46 まりし BCD BC1 BC BC A B B AB B A B A B A B2 C2
47 はるもえぎ BCD BC1 BC BC AB B B A B A B A B A EB2 C2F
48 さきみどり BCD BC1 BC BC AB B B A B A B A B A EB2 C2F
49 はつもみじ BCD C1E C C A AB B AB B A B AB B A B2 C2
50 ふじみどり BCD C1E C BC A AB B B AB A AB A B A B2 C2F
51 さいのみどり BD B C C AB A AB A B A B AB B A B2E C2
52 みやまかおり BD BC1 C BC A B B AB AB A B AB B A B2E C2
53 りょうふう BD BC1 C BC A AB B AB AB A B A B A B2 C2
54 きら香 BD BC1 C C AB AB AB A B A B A B A E C2
55 やぶきた BD BC1 C C AB AB AB A B A B A B A E C2
56 香駿 BD BC1 BC BC AB AB B A B AB B A B A E C2
57 やまかい BD BC1 C BC AB AB B AB B A B A B A B2E C2
58 べにひかり BD C1E C BC A AB B AB B A AB A B A B2E C2
59 おくむさし C C1 AB AB A AB B A B A B A B A B2 C2
60 たかちほ C C1 AB AB A B B AB AB A B A B A B2E C2
61 たまみどり C C1 AC AC A A AB B A A B A B A B2E C2
62 ごこう C C1 C C A AB AB AB B A B A ? ? B2E C2
63 しゅんめい C C1 C C A B B AB B A B A B A B2 C2F
64 静－印雑131 C C1 C BC A AB B AB AB A B B A A B2 BC2
65 からべに C C1 C BC A B AB AB AB A B AB B A B2E C2
66 くらさわ D B BC BC A A AB A B AB B AB B A B2E C2
67 おおいわせ D B BC BC AB B B A B A B A B A EB2 C2F
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た 67 品種は、65 パターンのタイプに分類され、同一のパターンを示し相互識別が不可能な





では、ゲノムの限られた領域を比較する CAPS や SSR といった手法では相互識別は困難で
ある。これらを識別するためには、果樹のブドウ（Vitis vinifera L.）、モモ（Prunus persica 
L.）の枝変わり品種の識別例のように 91,92)、amplified fragment length polymorphism 







の基礎として、新規 CAPS マーカーの開発を試み、チャの品種識別に使用可能な 16 種を開
発した。これらのマーカーにより、日本品種 65 種は同定が可能であった。断片パターンが
一致する品種が 2 組、4 品種あったが、1 組については、既存の CAPS マーカーによる識別
が可能であった。残る 1 組については、ゲノムの一部を比較する手法での識別は不可能な
枝変わり品種とその元品種という関係であった。また、既存の CAPS マーカーを合わせ、

























0:100 の 6 通りとした。 
 
DNA 単離 
新鮮葉については、改変を加えた CTAB 法 66)により DNA を単離した。 
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リーフ茶については、茶葉 1 断片もしくは粉末化した茶葉より DNA を単離した。茶葉 1
断片を用いる場合には、第 1 章 1-1 節の方法により行った。粉末化した茶葉を用いる場合
には、10～50 mg 程度の茶葉を 2×CTAB 抽出液 650 L に加え、新鮮葉の場合と同様に操
作した。 
緑茶浸出液については、第 1 章 1-2 節と同様に操作した。 
 
SSR マーカーの増幅と多型確認 
チャゲノムより単離された SSR の増幅用プライマー対のうち、TMSLA10, 13, 17, 37,
および 55 の 5 組に加え、ヤブツバキゲノムより単離された SSR の増幅用に設計され、チ
ャゲノムについても増幅が可能であることが報告されている 84)プライマー対 1 組（SSR-1）
の、合計 6 組を供試した。SSR-1 については、既報のプライマーの他、公開されているフ
ラグメントの塩基配列を参考に Rv プライマーを再設計して用いた。 
SSR の増幅には、KOD DNA polymerase（東洋紡）を用いた。PCR 反応液組成、PCR
プログラムについては、第 1 章 1-2 浸出液（緑茶飲料）からの DNA 単離に詳述した。 
多型解析には、ABI 310 Genetic Analyzer（アプライドバイオシステムズ）を用いた。
操作の詳細は第 1 章 1-2 節と同様である。 
 
2-2 新規 cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)マーカーの開発 
実験材料 
マーカー開発には、14 種類のチャと 2 種類の近縁種を用いた。供試したチャ（あさつゆ、
べにふうき、さやまかおり、静 7132、静-印雑 131、やぶきた、Z-1、金 Ck17、ME52、静
在 16、鹿-Cp1、台湾山茶 95、Ak1699、枕 1 号）および近縁種のヤブツバキ、キンカチャ
の新鮮葉は、野菜茶業研究所金谷拠点および枕崎拠点の試験圃場より採取した。DNA 単離
は、改変した CTAB 法 66)により行った。品種識別のためのタイピングには、マーカー開発
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に供試した日本品種 7 品種（あさつゆ、べにふうき、さやまかおり、静 7132、静-印雑 131、
やぶきた、Z-1）に日本品種 60 種を加え、合計 67 品種を用いた。 
 
PCR によるフラグメント増幅と制限酵素処理、断片パターンの確認 
CAPS マーカーの候補として、単離されたチャの ammonium transporter 2 種と
glutamine synthetase 3 種の遺伝子、チャ幼根 EST からランダムに選抜された 26 種類の
インサート配列を基に設計されたプライマー対を供試した。 
PCR 反応液は、50～150 ng の DNA、プライマー各 0.25 M、dNTP mix 0.20 mM、
MgCl2 2.0 mM、酵素に添付の反応バッファー、ExTaq DNA polymerase 0.025 U を含み、
マーカー開発では滅菌水で容量を 25 L、品種のタイピングでは容量を 15 L とした。PCR
プログラムは第 1 章 1-1 節と同様であるが、チャの遺伝子 5 種を対象としたプライマー対
ではアニーリング温度 58°C、EST を対象としたプライマー対ではアニーリング温度 60°C
とした。 
マーカー開発では PCR 反応液 1.5 L を用いて 15 L の制限酵素反応液を調製した。品
種のタイピングでは PCR 反応液 3 L を用いて 15 L の制限酵素反応液を調製した。いず
れも酵素に付属のバッファーおよび試薬を使用し、容量の調整には滅菌水を用いた。各酵






PCR Purification Kit で取扱説明に従って精製した。精製したフラグメントは pT7Blue 
T-vetcor（Novagen 社）に導入後、大腸菌（Escherichia coli）コンピテントセル HB101
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に導入した。形質転換処理後の大腸菌は 1 mL あたりアンピシリン 80 g を添加した LB 寒
天培地上に植菌し 37°C で一晩培養した。生じたコロニーのインサートサイズを
colony-direct PCR で確認し、目的のフラグメントを有するものを選抜した。PCR 反応液の
組成および PCR プログラムは CAPS フラグメントの増幅と同様である。目的のフラグメン
トが増幅された場合、QIAGEN 社 QIAquick PCR Purification Kit で取扱説明に従って精
製し DNA シーケンスに用いた。DNA シーケンスは BigDye Terminator v3.1 Cycle 



































の Rubisco large subunit 遺伝子(rbcL)の 3’末端側 110 bp、acetyl-CoA carboxylase の
carboxyltransferase ドメインの-subunit 遺伝子（accD）の 5’末端側 1027 bp、および両
遺伝子間の intergenic region 526 bp の、合計 1663 bp の塩基配列（rbcL-accD 領域）を用
59 
 
いた。この領域は、タデ科（Polygonaceae）のイタドリ（Polygonum cuspidatum Siebold 








鮮葉 4 個体分、雲南省および広東省産栽培チャ 22 個体分の葉、ベトナム産栽培チャ 7 個体
分の葉の合計 68 サンプルである。 




の多型性は低く、配列内の 2 カ所に生じた SNP によって、2 つのタイプ（Ia および II）の
みに分類された。日本品種のうちインドのアッサム地方より導入された遺伝資源を種子親








タイプ 多型部位 Accession No 検出された試料
の産地 280a 349 495 503 528 645 692 703 764 954 1038 1107 1218 1328 1375
I a C C C T (T)11 T G G G G A G in del G AB207869 日本、中国、 
ベトナム 
 b ‒b ‒ ‒ ‒ (T)14 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ AB231630 ベトナム 
II  ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ A ‒ A ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ AB231628 日本、中国 
III  ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ C ‒ ‒ ‒ ‒ AB231629 中国由来の日本品
種のみ 
IV a ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ A ‒ ‒ ‒ AB231631 ベトナム 
 b ‒ ‒ ‒ ‒ (T)13 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ A ‒ ‒ ‒ AB231632 中国、ベトナム
 c ‒ ‒ ‒ ‒ (T)14 ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ A ‒ ‒ ‒ AB231633 中国 
V a ‒ ‒ ‒ ‒ (T)13 C ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ A ‒ ‒ ‒ AB231634 中国 
 b ‒ ‒ ‒ ‒ (T)14 C ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ A ‒ ‒ ‒ AB231635 中国 
VI a ‒ ‒ ‒ ‒ (T)12 ‒ ‒ A ‒ A ‒ A del ‒ T AB231636 中国 
 b ‒ ‒ ‒ ‒ (T)13 ‒ ‒ A ‒ A ‒ A del ‒ T AB231637 中国 
 c ‒ ‒ ‒ ‒ (T)15 ‒ ‒ A ‒ A ‒ A del ‒ T AB231638 中国 
VII  T T T ‒ (T)17 ‒ ‒ A ‒ A ‒ ‒ del in T AB231639 中国 
VIII  ‒ ‒ ‒ G ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ AB306664 中国 
表 15 チャ葉緑体 rbcL-accD 領域の塩基配列で見出された多型とそれに基づく分類 
a 「やぶきた」の rbcL-accD 領域（AB207869）における塩基番号。 
b 「やぶきた」の配列に一致することを示す。 







作出されている。本実験に用いた品種は表 16 にある 21 種類だが、それらを母系の祖先と
する品種が 40 品種育成されている。葉緑体ゲノムの特性により、これらの品種も母系祖先 
である在来チャ由来品種と同じタイプであることから、本研究により、日本在来チャを母
系祖先に持つ日本品種 61 種の葉緑体ゲノムは、2 カ所の SNP により識別される 2 タイプ
のみを示すことが明らかになった。Katoh らは、葉緑体 ribosomal RNA maturase (matK)
遺伝子 1230 bp の塩基配列を比較して日本を含むアジア地域の栽培チャの分類を行ってお





るが 105)、供試サンプル名より、本研究の Ia タイプおよび II タイプにそれぞれ相当すると
推測される。 































































III からべに      




様なタイプが見出された。中国産チャでは、Ia および II タイプの他、Ic, IVa, IVb, IVc, Va, 
Vb, VIa, VIb, VIc, VII, VIII の 11 タイプが、ベトナム産チャでは II タイプは検出されなか
ったが、Ia は検出され、その他 IVa および IVb の 2 タイプが検出された。図 23 に、各サ
ンプルの産地とタイプをまとめた。 
 
中国南部では、チャと、近縁種である C. taliensis (W. W. Smith) Melchoir および C. 
irrawadiensis P. K. Barua の分布が重なっている。C. taliensis および C. irrawadiensis の
rbcL-accD 領域の塩基配列をチャのものと比較すると、表 17 にあるように 5 つの SNP と
poly(T)のリピート数、3 カ所の挿入／欠損変異が見出された。このうち 703 位と 954 位の












































図 23 各チャ試料の産地と葉緑体遺伝子のタイプ 
カッコ内はそのタイプを示した試料数。品種については名前を示した。日本産チャ
では検出されなかったタイプを赤字で示した。 




有する塩基配列と一致した（表 13 のタイプ VIa, VIb, VIc, および VII）。これは、Katoh
らの、中国やベトナム等の地域で採取されたチャでは、一部が C. taliensis および C. 
irrawadiensis と共通する配列を有する個体があるという報告に一致する 104)。また、ミャ
ンマーにチャと C. irrawadiensis との種間雑種が存在すること、C. irrawadiensis 系統の品
種が存在することも報告されている 106,107,108)ことから、本実験に用いた雲南省産栽培チャ
についても、同様に C. taliensis もしくは C. irrawadiensis との種間雑種、またはその後代
ではないかと推測される。この挿入／欠損変異について、他の Camellia 属植物 11 種（C. 
assimilis、C. salicifolia、C. pitardii、C. cuspidata、C. saluenensis、C. kissi、C. furfracea、
C. hongkongensis、C.tsaii、C. japonica および C.sasanqua）は、チャと同じタイプであ
り、C. taliensis と C. irrawadiensis のみが供試した他の Camellia 属植物とは異なるタイ
プを示した（表 18）。
 多型部位 Accession 
No. 試料 528a 703 831 954 1038 1218 1236 1328 1422 
C. sinensis (T)11 G A G A in sin del G AB207869 
C. irrawadiensis ‒b A ‒ A C del ta/ir in T AB207874 
C. taliensis (T)12 A C A C del ta/ir in T AB207881 
表 17 チャ、C. taliensis 、C. irrawadiensis の rbcL-accD 領域の塩基配列で見出され
た多型 
a 「やぶきた」の rbcL-accD 領域（AB207869）における塩基番号。
b 「やぶきた」の配列に一致することを示す。






が低く、2 つのタイプのみが検出された。これらの品種で国内のチャの総栽培面積 47882 ha








節 種 多型部位 Accession No 
703a 954 1218 1328
Thea C.sinensis G G in del AB207869 
 C. taliensis A A del in AB207881 
 C. irrawadiensis A A del in AB207874 
Camelliopsis C. assimilis ‒b ‒ ‒ ‒ AB207870 
 C. salicifolia ‒ ‒ ‒ ‒ AB207878 
Theopsis C.cuspidata ‒ ‒ ‒ ‒ AB207871 
 C. tsaii ‒ ‒ ‒ ‒ AB207882 
Camellia C. hongkongensis ‒ ‒ ‒ ‒ AB207873 
 C. japonica ‒ ‒ ‒ ‒ AB207875 
 C. pitardii ‒ ‒ ‒ ‒ AB207877 
 C. sluenensis ‒ ‒ ‒ ‒ AB207879 
Paracamellia C. kissi ‒ ‒ ‒ ‒ AB207876 
 C. sasanqua ‒ ‒ ‒ ‒ AB207880 
Heterogenea C. furfracea ‒ ‒ ‒ ‒ AB207872 
表 18 Camellia 属内での rbcL-accD 領域 703 位、954 位、1218 位、1328 位の塩基
配列の比較 














日本産チャ 21 サンプルは、日本在来チャより選抜された品種 18 種類および中国、イン
ドより導入された遺伝資源を母系の祖先とする 3 品種を用いた。中国産チャ 33 サンプルは、
8 品種 11 個体のリーフ茶および新鮮葉に加え、雲南省および広東省で採取された栽培チャ




サンプルは、Lam Dong 省, Tuyen Quang 省および Bac Thai 省で採取された栽培チャの葉
を用いた。近縁種の C. taliensis、C. irrawadiensis、C. assimilis、C. salicifolia、C. cuspidata、
C.tsaii、C. hongkongensis、C. pitardii、C. saluenensis、C. kissi、および C. furfracea




各サンプルからの DNA 単離は、改変を加えた CTAB 法 66)により行った。 
 
葉緑体 rbcL-accD 領域を含むフラグメントの増幅とシーケンス解析 
rbcL-accD フラグメント増幅用プライマーは、rbcL および accD 遺伝子の配列内部に設
計した。rbcL 遺伝子は公開されているチャの塩基配列（accession number: AF380037）を
利用し、増幅用プライマーrbcLFw1 を設計した。accD 遺伝子については、クワ科植物での
accD 遺伝子増幅用に設計されたプライマー対（D1 および D2）109)を使用してチャ葉緑体ゲ
67 
 
ノム上の accD 遺伝子から約 200 bp のフラグメントを増幅し、塩基配列を決定後、その配
列を基にチャ accD 増幅用プライマーaccDRv1 を設計した。フラグメント増幅には日本品
種「やぶきた」を用いた。各プライマーの塩基配列は以下の通りである。 
rbcL-accD フラグメント増幅用プライマー対 109) 
rbcLFw1 : 5’-CATAACCCCAATTGCTACGG-3’ 
accDRv1 : 5’-GAAGGACGTGATCTTGCTCGT-3’ 
各サンプルからの rbcL-accD フラグメントの増幅には ExTaq DNA Polymerase（タカラ
バイオ）を用いた。PCR 反応液は、100 ng の DNA、各プライマーを 0.25 M、dNTP 200 
M、MgCl2 2 mM、0.625 U の ExTaq DNA polymerase を含有し、滅菌水で容量を 25 L
とした。PCR プログラムは、第 1 章 1-1 での CAPS マーカーの増幅と同様である。アニー
リング温度は 60°C で行った。PCR 反応液を QIAGEN 社 QIAquick PCR Purification Kit
を用いて精製し、増幅されたフラグメントの塩基配列を BigDye Terminator v3.0 もしくは
v3.1 Cycle Sequencing Kit および ABI 310 Genetic Analyzer（アプライドバイオシステム















別に分析する必要があるが、これまで茶葉 1 断片からの DNA 単離法についての報告はなか
った。また、近年緑茶の消費形態として大きな割合を占める PET 等ボトル詰め飲料につい
ても、DNA 単離法が確立されていなかった。そのため本研究では、茶葉 1 断片からの DNA
単離法および市販飲料等緑茶浸出液からの DNA 単離法を確立するために検討を行い、これ
らの試料からの DNA 単離を可能とした。 
 
第 2 章 









SNP マーカー構築のための基礎として、CAPS マーカーの開発を行った。新たに 16 種の





第 3 章 
原料品種が不明な場合においても外国産緑茶と日本産緑茶との識別を可能とするため、
日本産チャと外国産チャの葉緑体ゲノムの比較を行った。比較に用いた 1663 bp の領域で
は、日本在来チャより育成された日本品種は 2 つの SNP により分類される 2 タイプのみを
示した。供試した品種およびそれらを母系祖先とする品種で、日本国内のチャの総栽培面
積の 93%を占めている。一方、供試した外国産（中国およびベトナム）栽培チャでは、12
ヶ所の SNP、1 つの SSR、2 カ所の挿入／欠損変異が見出され、日本産チャが示す 2 タイ
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